This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not Hmited to): 

• BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCtJMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



® 



Europalsches Patentamt 
European Patent Office 
Office europden des brevets 



® Veroffentllchungsnummer: O 062 085 

B1 



® 



EUROPAISCHE PATENTSCHRIFT 



@ Veroffentlichungstag der Patentschrift: 
14.08.85 

@ AnmeldenummertSII 02606.1 
@ Anmeldetag: 07.04.81 



@ Int. a.«: C 12 P 21 /OO, A 61 K 45/02 // 
C12R1/91 



@ VerbsMertes Verfalwen zur Herstellung von Humanlnterferon aus lymphoblastolden Zellen. 



10 
00 

o 
d 

o 
o 

Q. 
Ill 



@ Veroffentlichungstag der Anmeldung: 
13.10.82 Patentbtatt 82/41 



® Bekanntmachung des Hinweises auf die Patentertellung : 
14.08.85 Patentblatt 85733 



@ BenannteVertragsstaaten: 
BE OH FR GB HT LI LU NL SE 



Entgegenhaltungen: 

EP.A-0000S20 

EP-A-0005476 

CHEMICAL ABSTRACTS, Band 92. Nr. 19, 12. Mai 1980, 
Selte 440. Nr. IGlSTTp Columbus, Ohio, U.SJ\. H. 
HEREMANS et al.: "Interferon production and virus 
replication In lymphoblastold cells Infected with different 
viruses. Brief report" 

CHEMICAL ABSTRACT8.Band 94, Nr. 17, 27. April 1981, 
Serte 550, Nr. 137271 z Columbus, Ohio, U.S^ N. FUJII: 
"Studies on establishment and maintenance of 
persistent Infection with measles virus In NC-37 cell. M. 
Effect of DNA-synthesls-suppresslng factor (DSF) on the 
production of Interferon In NC-37 cell Infected with 
measles virus" 

N.B. RNTER: "Interferons and Interferon Inducers", 
1 973, North-Holland publishing company. Chapter 5, 
Selten 73-105 Amsterdam, NL. MONTO HO: "Factors 
Influencing Interferon production" 



Patentinhaber: Dr. Karl Tbomae GmbH. Postfach 1755, 
0-7950 BIberach (Rlss) (DE) 



@ Erfinder: Swetly, Peter, Dr., HIetzlnger 
Hauptstrasse 40B/9, A-1130 Wlen (AT) 
Erfinder: Bodo, Gerhard, Dr., Belghoferga88e27, 
Ap1120Wten(AT) 

ErHnder: Adolf, GUnther, Johannagasse 20/7, 
A-1 050 Wlen (AT) 



Anmerl^ung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europftischen 
Patents Im Europfilschen Patentblatt kann jedermann beim Europfiischen Patentamt gegen das erteilte europaische Patent 
Einspruch einlegen. Der Einspruch ist schriftllch einzureichen und zu begrunden. Er gltt erst als eingelegt. wenn die 
EinspruchsgebOhr entrlchtet worden ist (Art. 99(1 ) Europ&isches Patentuberelnkommen), 



ACTORUM AO 



1 



0 062 085 



2 



Beschreibung 

Die Herstellung von Human interferon aus Zel- 
len menschlichen Ursprungs hat aufgrund der 
medizinischen Bedeutung der Interferone bei der 
Behandfung akuter und chronischer Virusinfek- 
tionen, sowie bei der Krebstherapie weltwelte Be- 
achtung gefunden. Die hierfur bendtigten Men- 
gen von Interferon konnen jedoch durch die bis- 
her bekannten Herstellungsverfahren nicht zur 
Verfugung gestellt werden, da nur niedrige Kon- 
zentrationen von Human interferon erreicht 
werden. 

Die Herstellung der Interferone erfolgt bei den 
bisher bekannten Verfahren durch Behandlung 
der Zellen mit einem Interferoninduktor (z.B, Vi- 
rus Oder Nukleinsaure) und anschliessende Inku- 
bation der behandelten Zellen in Zellkulturme- 
dium. Die Interferonausbeute kann hierbei gestei- 
gert werden, wenn Zellen vor der Induktion mit 
kleinen Mengen Interferon, dem sogenannten 
Priming (siehe Stewart et al. in J. Virol, X 792 
(1 971 )), behandelt werden. 

Da Interferone speziesspezifisch wirksam sind, 
konnen zur Herstellung von am Menschen wirk- 
samen Interferonen nur Humanzellen verwendet 
werden. Dafur kommen sowohl Zellen des Fi- 
broblastentyps in Frage, welche auf der Oberfla- 
che kultivtert werden, als auch Zellen hamatopo- 
etischen Ursprungs, welche in Suspension kulti- 
viert werden konnen. Zur letzt genannten Gruppe 
zahlen humane lymphoblastoide Zellen, welche 
den Vorteil besitzen, unbeschrankte Zeit in Sus- 
pensionskultur mit einem Minimum an techni- 
scher Manipulation propagiert werden zu kon- 
nen. Besonders geeignet erwies sich die Zellinie 
Namalwa (Strander H., Mogensen, K.E. and Can- 
tell, K.: Production of human lymphoblastoid In- 
terferon in Journal of Clinical Microbiology 1^ 
116 (1975)). Diese Zellen produzieren nach In- 
duktion mit Sendai Virus Oder Newcastle Disease 
Virus lOMO* Intemationafe Einheiten (IE) Inter- 
feron/ml. 

Desweiteren ist bekannt (siehe EP-A- 
0.000.520), dass durch Vorbehandlung von Na- 
malwa Zellen mit kurzkettigen Fettsauren vor Pri- 
ming und Virusinduktion sich die Produktion von 
Interferon steigern lasst und Werte bis zu 6 x 1 0* 
IE/ml erreicht 

Obenraschenderweise wurde nun gefunden, 
dass durch Zugabe einer oder mehreren Stimula- 
torsubstanzen aus der Reihe der kurzkettigen 
Fettsauren zu NC-37 -Zellen, die Interferon pro- 
duktion wesentlich starker gesteigert werden 
kann als bei Namalwa Zellen und dass Interferon- 
mengen von 10^ IE/ml produziert werden kon- 
nen, wobei die Reinheit einer derartigen Prapara- 
tion in bezug auf Gesamtprotein der Ernteldsung 
bei 10® lE/mg Protein ohne Verwendung weiterer 
Rainigungsschritte liegt. 

Als Stimulatorsubstanz hat sich insbesondere 
eine gesattigte, aliphatische Carbonsaure, z.B. 
eine Alkansaure mit 3-6 Kohlenstoffat men, vvte 
die Prdpionsaur , n-Buttersaure, Is buttersaure, 
Valeriansaure, Capronsaure und deren Saize mit 



anorganischen oder organischen Basen^ insbe- 
sondere jedoch deren Alkalisaize, bewahrt. 

Die NC-37-ZeIlen wurden von Durr, F.E., Mon- 
roe, J.H, Schmitter, K., Traul, K.A., und Hirsaut (Y. 

6 International Journal of Cancer 6, 436 (1970)) 
aus peripheren Blutzellen eines Epstein-Barr Vi- 
rus (EBV) seroaktiven, gesunden Donors, isoliert 
und sind bei Associated Biomedical System Inc., 
Buffalo (USA), erhaltlich. 

70 NC-37 Zellen werden in einem Wachstumsme- 
dium, vorzugsweise dem Medium RPMI 1640 
(Fa. Gibco, USA oder Fa. Flow, Grossbritannien) 
kultiviert, welches als Zusatze 1-10 Vol%, vor- 
zugsweise jedoch 2-6 Vol% vorgereinigtes Hu- 

15 manserum enthalt. Hierbei konnen alternativ oder 
zusatzlich zu Humanserum auch Serum oder Se- 
rumfraktionen anderer Spezies verwendet wer- 
den, z.B. fotales Rinderserum in einer Konzentra- 
tion von 2-1 5 Vol%. Als weitere Zusatze konnen 

20 Lactalbumlnhydrolysat - und Antibiotica - dem 
Wachstumsmedium zugesetzt werden. 

Die derart kultivierten Zellen werden in Sus- 
pension bei einer Dichte von 0.2 - 5 x 10® Zel- 
ien/ml, vorzugsweise aber bei einer Dichte von 

25 0,4-1 X 10^ Zellen/ml, mit einer Stimulatorver- 
bindung, z.B. einem Alkalisalz der n- Buttersaure, 
in einer Endkonzentratlon von zweckmassiger- 
weise 1 mMol/l versetzt und zweckmassigerweise 
bei einer Temperatur von 33-39 'C inkubiert. Nach 

30 einem Zeitraum von 6-72 Stunden, vorzugs- 
zweise jedoch von 24^8 Stunden, werden die 
Zellen durch Zentrifugation gewonnen und 
zweckmassigerweise bei einer Dichte von 1 - 5 x 
1 0^ Zellen/ml in Medium, mit oder ohne Stimula- 

35 torsubstanz supendiert. Diese Suspension kann 
nun wahlweise einem «e Primings mit Interferon 
unterworfen werden: Dazu wird die Zellsuspen- 
sion mit 1-1000 IE/ml Humaninterferon, vor- 
zugsweise jedoch 100-500 IE/ml Humaninterfe- 

40 ron, versetzt und bei 37 ''C inkubiert. Die Zugabe 
des Interferons 5 Minuten vor Zugabe des Interfe- 
roninduktors hat sich dabel als ausreichend er- 
wiesen. Die Zellsuspension, mit oder ohne «cPri- 
ming:» wird beispielsweise mit Sendaivirus bei ei- 

45 ner Konzentration von 2® - 2^3 Hamagglutinie- 
rende Einheiten HAU/ml, bevorzugt jedoch mit 
2io_2ii HAU/ml, als Interferoninduktor infizien 
und bei 33-39 "C inkubiert Nach ungefhart 1-3 
Stunden werden die inftzierten Zellen durch Zen- 

50 trifugation gesammelt und bei einer Dichte von 1 
-5x10® Zellen/ml in einem serumfreien Zellkul- 
turmedium, z.B. in ^Minimum Essential Medium 
Eagle» (Fa. Gibco, USA oder Fa. Row, Grossbri- 
tannien), fur einen Zeitraum von 1 0-24 Stunden, 

55 vorzugsweise aber 1 8-20 Stunden, bei 33^9 "C 
und einem pH Wert des Gewebekulturmediums 
von 6,7-8,0, vorzugsweise jedoch von 7,3, inku- 
biert. Die erhaltene Losung des lymphoblastoiden 
Rohinterferons wird durch Zentrifugation von 

^ den NC-37-Zellen abgetrennt und zur Inaktlvie- 
rung r stiicher Induktorvir n durch Zugabe von 
Mineralsaure, beispielsweise von Salzsaur auf 
einen pH-Wert von vorzugsweise 2,0 eingestellt 
und mehrere Tage z.B. 1^ Tage bei 0-4 *C in- 
kubiert 
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Zur weiteren Reinigung kann die so gewonne- 
ne Losung von lymphoblastoidem Roh interferon 
nach Belieben Iheraturbekannten Reinigungs- 
schritten unterzogen werden. 

Die nachfolgenden Beispiele solten die Erfin- 
dung naher eriautern, jedoch nicht dem Umfang 
der Erfindung einschranken. 

Vorbemerkung: 

NC-37-Zellen werden in Suspensionskultur in 
Schiittelkulturen, Rollkulturen oder in einem Fer- 
mentor vermehrt. Hierbei wird als Wachs- 
tumsmedium das Medium RPMI 1640 verwen- 
det dem 0,1 Vol% Lactalbuminhydrolysat 2-4 
Vol% vorgereinigtes Humanserum und zusatzlich 
Oder alternativ 2-5% fotales Rinderserum zugege- 
ben ist. Weiters enthalt das Wachstumsmedium 
Antibiotica; entweder Penicillin-Streptomycin 
Oder Gentamycln. Das vorgereinigte Humanse- 
rum wird durch Fallung eines Telles der Serum- 
proteine mit 6% Polyathylenglykol 6000 herge- 
stellt (Inglot et al. Acta Virol. 250 (1 975)). Al- 
ternativ wird als Wachstumsmedium das «Mi- 
nimum «Essential Medium Eagle» mit 5-10% fo- 
talem Rinderserum und Antiblotikazusau ver- 
wendet Das Sendai Virus wird in embryonierten 
Huhnerneiern vermehrt die Reinigung erfolgt 
durch Hochgeschwindigkeitszentrifugation und 
anschliessende Suspension in Wachstumsmedi- 
um mittels Ultraschall-Behandlung. Das Sendai 
Virus wird bei -70 aufbewahrt. 

Beispiel 1 

NC-37-Zellen in exponentieitem Wachstums- 
stadium wurden in Rollflaschenkulturen bei einer 
Dichte von 4x10^ Zellen/ml in 2000 ml RPMI 
1640 Wachstumsmedium 24 Stunden bei 37 
kultiviert und anschliessend in Gegenwart von 1 
mMol/l Natrium-n-butyrat im Wachstumsmedi- 
um weitere 40 Stunden bei 37 X inkubiert Die 
Zellen wurden durch Zentrifugation (700 x g, 1 5 
Minuten) gesammelt und bei einer Dichte von 20 
X 10® Zellen/ml in 66 ml Wachstumsmedium bei 
37 'C mit 2 ml Sendai Virus (HAU = 2^ Vml) zwei 
Stunden bei 37 'C geschuttelt. Die auf diese Weise 
induzierten Zellen wurden durch Zentrifugation 
gesammelt und bei einer Dichte von 2.0 x 10^ 
Zellen/ml in 660 ml serumfreiem Eagle's- Mini- 
mum Essential Medium (mit Earle Salzen) bei 
37 *C 20 Stunden lang bei pH 7,3 in Rollerfla- 
schen inkubiert. Die Rotlgeschwindigkeit betrug 
0,5 Umdrehungen/Minute. Die Rohlosung ( = 
Zelluberstand) wurde nach Abzentrifugieren der 
Zellen (200 x g, 15 Minuten) bei einer Tempera - 
tur von maximal 10 "C mit 5 n Salzsaure auf pH 2 
eingestellt und 4 Tage bei 4 "C zur Inaktivierung 
des Sendai Virus gelagert. Ein gleicher Versuchs- 
ansatz, jedoch ohne Zusatz von Natrium-n-buty- 
rat, diente zur Bestimmung der Interferonproduk- 
tionssteigerung durch Stimulatorsubstanzen in 
NC-37 Zellen. 

Die nachf Igende Tabelle enthalt die gefunde- 
ne Ausbeutesteigerung an Interferon in NC-37- 



Zellen nach Zugabe von 1 mMol/l Natrium-n- 
butyrat. 
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Konzentration Natrium- 
n-butyrat (mMol/l) 






0 


1 


10 


Volumen der NC-37- 
Zellsuspension nach In- 
duktion (ml 


660 


660 


15 


Interferonproduktion 
(Internationale Einheiten 
IE/ml) 


30 


44 200 


20 


Produktionssteigerung 
(Faktor) 


1 


1 470 


Gesamtproteingehalt in 
der Rohinterferonprapa- 
ration (mg/ml) 


0.037 


0.037 


25 


spezifische Aktivitat des 
Rohinterferons (IE Inter- 
feron/mg Protein) 


810 


1.215.420 



30 

Beispiel 2 

Urn die Interferonproduktion in NC-37 -Zellen 
mit derjenigen in Namalwa Zellen mit und ohne 
Zusatz von Stimulatorsubstanzen zu vergleichen, 

33 wurde folgendes Beispiel durchgefuhrt. 

In Parallelkulturen wurden NC-37-Zellen und 
Namalwa Zellen bei einer Zelldichte von 0,25 x 
10® Zellen/ml (Gesamtvolumen je 500 ml) in 
Minimum Essential Medium Eagle, welches mit 

40 10 Vol% fotalem Rinderserum kompletiert war, 
entweder mit 1 mMol/1 Natrium-n-butyrat ver- 
setzt, Oder unbehandelt 26 Stunden bei 37 in- 
kubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation 
gesammelt (700 x g, 15<Minuten) und bei einer 

45 Dichte von 5 x 1 0^ Zellen/ml bei 37 'C 2 Stun- 
den in Rollkulturflaschen mit Wachstumsmedi- 
um, welches 2" HAU Sendai/Virus/ml enthielt, 
inkubiert Die derart induzierten Zellen wurden 
durch Zentrifugation gesammelt und bei einer 

50 Dichte von 5x10® Zellen/ml in serumfreiem 
Minimum Essential Medium Eagle bei 37 20 
Stunden lang bei pH ==7.3 inkubiert. Die Rohlo- 
sung wurden nach Abzentrifugieren der Zellen, 
analog zu Beispiel 1 behandelt 

55 Das Ergebnis von Beispiel 2 is| in der nachfol- 
genden Tabelle zusammengefasst und zeigt im 
direkten Vergleich die Oberlegenheit von NC-37 
Zellen gegenuber Namalwa Zellen fur die Pro- 
duktion von lymphoblastoidem Humaninterfe- 

60 ron: Sowohl die Steigerung der Interferonpro- 
duktion durch Natrium-n-butyratbehandlung als 
auch die absolute Ausbeute an Interferon liegt in 
NC-37 Zellen hdherals in Namalwa-Zellen. 
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Konzentration 
Natrium-n- 
butyrat 
m Mol/I 



I nterf eronprod u kt ion 
(IE/106Zellen): 



Steigerungsfaktor der 
Interferonproduktion 



Namalwa 



NC-37 



Namalwa 



NC-37 



280 



16 



7 270 



21 000 



26 



1 300 



Beispiel 3 

Zur Bestimmung des «Priming»-Effekts auf die 
Interferonproduktion in NC-37-ZeIlen wurde fol- 
gendes Beispiel durchgeftihrt 

NC-37 Zellen wurden wie in Beispiel 1 kulti- 
viert und be! einer Zelldichte von 0.55 x 1 o^ Zel- 
len/ml, (1000 ml) mit 1 mMol/l Natrium-n-buty- 
rat 48 Stunden bei 37 'C inkubiert. Die Zellen wur- 
den durch Zentrifugation geerntet (700 x g, 15 
Minuten), in 22 ml Wachstumsmedium resuspen- 
diert und in zwei Aliquote zu 1 1 ml geteilt. Zu ei- 
nem der Aliquote wurden 500 IE/ml Humanlnter- 
feronzugesetzt und 5 Minuten bei 37 X geschut- 
telt («Priming»), das zweite Aliquot wurde unbe- 
handeltgelassen. 

Zu jedem der Aliquote wurden 0,35 ml Sendai 
Virus Suspension (2^^ HAU/ml) zugesetzt und 2 
Stunden bei 37 "C unter Schuttein inkubiert. Die 
derart induzlerten TaWen wurden durch Zentrifu- 
gation gesammelt und bei einer Dichte von 2.0 x 
10^ Zellen/ml in serumfreiem Minimum Essential 
Medium Eagle ber 37 "C 18 Stunden bei pH =7.3 
inkubiert. Die Rohlosungen (nach Abzentrifugie- 
ren der Zellen bei 2000 xg, 15 Minuten) wurden 
wie in Beispiel 1 behandeft 

Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Ta- 
faelle zusammengefasst und zeigen, dass durch 
<tPrlming» mit Interferon in NC-37 Zellen eine 
Steigerung der Interferonproduktion auf 10^ IE/ 
ml Rohlosung enreicht werden konnte: 

Effekt des <cPrimingsix mit Humaninterferon auf 
die Interferonausbeutein NC-37 Zellen: 



«Priming»mit IE 
Interferon/ml 



Interferonproduktion 
in NC-37 Zellen 



IE/ml Roh- lE/mg Pro- 
losung tein in der- 
Rohldsung 



0 
500 



67 900 
97v000 



622 500 
970 000 



Patentansprucha 

1 . Verfahren zur Herstellung von Humaninterfe- 
ron, dadurch gekennzeichnet, dass in Suspension 
kultivierte NC-37 -Zellen mit einer oder mehreren 
Stimulatorsubstanzen aus der Reihe der kurzketti- 
gen Fettsauren oder deren Salzen b handelt wer- 
den, die Interferonproduktion durch virafe Induk- 
toren angeregt wird und das so gebildete Interfe- 
ron abgetrennt und/oder gereinigt wird. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kerinzeichnet, dass die verwendeten lymphobla- 
stoiden Zellen vor der Induktion mit einer «Pri- 
ming»-Substanz behandelt werden, 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2, da- 
durch gekennzeichnet dass als Stimulatorsub- 
stanzen Alkansauren mit 3 bis 6 Kohlenstoffato- 
men und deren Safze verwendet werden, 

4. Verfahren nach den Anspruchen 1-3, da- 
durch gekennzeichnet dass als Stimulatorsub- 
stanz n-Buttersaure und als tfPriming»-Substanz 
Humaninterferon verwendet wird. 

5. Verfahren gemass Anspruch 1--4, dadurch 
gekennzeichnet dass die Endkonzentration der 
Stimulatorsubstanz 0.5-5 mMoI/l betragt 

6. Verfahren gemass den Anspruchen 1-5, da- 
durch gekennzeichnet dass Humaninterferon als 
<cPriming»-Substanz vor und/oder wahrend der 
Viruslnduktion zugesetzt wird. 

7. Verfahren gemass den Anspruchen 1-6, da- 
durch gekennzeichnet dass als Interferoninduk- 
tor ein viraler Induktor verwendet wird, 

Revendications 

1 . Proc6d6 de preparation d'interf§ron humain, 
caract6ris§ en ce que des cellules NC-37 cultiv6es 
en suspension sont trait§es par une ou plusieurs 
substances stimuiantes de la s6rie des acides gras 
^ chaTne courte ou leurs sels, en ce que la produc- 
tion d'interferon est stimuf6e par des inducteurs 
viraux et en ce que I'lnterfSron ainsi form6 est s§- 
par§ et/ou purifi6. 

2. Proc6d6 suivant la revendication 1 , caract6ri- 
s6 en ce que les cellules lymphoblastoTdes utili- 
s6es sont trait6es avant induction avec une subs- 
tance de«priming». 

3. Proc6d6 suivant les revendications 1 et 2, ca- 
ract6ris6 en ce qu*on utilise comma substances 
stimuiantes des acides alcanoTques avec 3 § 6 ato- 
mes de carbone ou leurs sels. 

4. Proc6d6 suivant les revendications 1-3, ca- 
ract6ris§ en ce qu'on utilise comme substance sti- 
mulante de I'acide n-butyrique et comme subs- 
tance de «priming» de I'interf^ron humain. 

5. Proc6d6 suivant la revendication 1-4, carac- 
t6risd en ce que la concentration finale de la subs- 
tance stimulante est de 0,5-5 mmoles/l. 

6. Proc§d6 suivant les revendications 1-5, ca- 
ract6ris6 en ce que de I'interfdron humain est 
ajoutd comme substance de ^primings avant et/ 
ou pendant induction par virus. 

7. Proc^dS suivant les revendications 1-6, ca- 
ract6ris6 en ce qu'on utilise comme inducteur 
d'interfdron un inducteur viral. 
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Claims 

1. Process for preparing human interferon, 
characterised in that NC-37 cells cultivated in 
suspension are treated with one or more stimula- 
tor substances selected from the series of short- 
chain fatty acids or salts thereof, the production 
of interferon is stimulated by viral inductors and 
the interferon thus formed is separated off and/or 
purified. 

2. Process as claimed in claim 1, characterised 
in that the lymphoblastoid cells used are treated 
with a «priming» substance before the induction. 

3. Process as claimed in claims 1 and 2, char- 
acterised in that alkanoic acids with 3 to 6 carbon 
atoms and the salts thereof are used as stimulator 
substances. 



4. Process as claimed in claims 1 to 3, char- 
acterised in that n,- butyric acid Is used as the 
stimulator substance and human interferon is 
used as the <cpriming» substance. 
5 5. Process as claimed in claims 1 to 4, char- 
acterised in that the final concentration of stimu- 
lator substance is 0.5 to mmol/l. 

6. Process as claimed in claims 1 to 5, char- 
acterised in that human interferon is added ad the 

10 <{primingx> substance before and/or during the vi- 
rus induction. 

7. Process as claimed in claims 1 to 6, char- 
acterised in that a viral inductor is used as the in- 
terferon inductor. 
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